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Résumé

Deux cas de freemartinisme chez des brebis Romanov sont décrits. Malgré des organes
génitaux externes normaux, les appareils reproducteurs internes sont fortement masculinisés
avec des testicules, des épididymes et des canaux déférents. Aucune trace de dérivés des
canaux de Müller n’a été observée. Toutes deux possèdent un chimérisme chromosomique
XX/XY au niveau des cellules hématopoïétiques du sang et de la moelle, mais pas au

niveau des cellules rénales. Enfin, le phénomène de freemartinisme chez le mouton est

discuté à la lumière de ces résultats et des travaux antérieurs.

Mots clés : Mouton, Romanov, intersexualité, freemartinisme, chromosomes sexuels,
anomalies chromosomiques.

Summary

Two cases of freemartinism in Romanov sheep

Two cases of freemartinism in Romanov ewes are described. Although their external
genitalia were normal, their internal reproductive tracts were strongly differentiated towards
the male form with testes, epididymes and vasa deferentia. No traces of Muller derivatives
were present. The two ewes carry an XX/XY chimerism in blood and bone marrow
hematopoietic cells but not in kidney cells. The phenomenon of freemartinism in sheep is
discussed.

Key words : Sheep, Romanov, intersexuality, freemartinism, sex chromosomes, chromo-
somal abnormalities.



I. Introduction

Le freemartinisme qui est un phénomène bien connu des éleveurs de bétail

depuis la plus haute antiquité est causé par l’installation d’anastomoses vasculaires
placentaires précoces entre 2 foetus de sexes différents (KELLER & TANDLER, 1916 ;
LILLIE, 1917). Chez les bovins 90 p. 100 des co-jumelles de mâles sont des inter-

sexuées, possédant non seulement des gonades et des conduits génitaux diversement
masculinisés (LILLIE, 1917), mais aussi un chimérisme érythrocytaire (OwEN, 1945)
et leucocytaire {OrINO et al., 1962).

Chez le Mouton, les freemartins sont beaucoup plus rares que chez le Boeuf

domestique puisque les anastomoses vasculaires ne s’installent que dans 0,8 à 10 p. 100
des cas de gestations gemellaires (STORMONT et al., 19$3 ; ALEXANDER & WILLIAMS,
1964 ; DAIN, 1971). ).

Cependant, même s’ils sont peu nombreux, des cas d’infertilité s’observent de

plus en plus régulièrement dans les souches prolifiques. OwEN (1980) les remarque
dans des portées de 3 agneaux et plus dans la souche prolifique Cambridge. HAN-
RAHAN (1984) signale des tractus anormaux chez ses brebis Finnoises dont la prolifi-
cité moyenne est de l’ordre de 3 agneaux par mise bas. Dans les troupeaux LN.R.A.
de race Romanov dont la prolificité est de 2,8 à 3,3 suivant la saison, on observe
également 2 à 3 p. 100 d’agnelles infertiles, mais ce pourcentage est certainement
sous-estimé car les agnelles légèrement masculinisées (notamment au niveau de la

vulve) sont éliminées avant la mise à la reproduction et ne sont pas comptabilisées
parmi les animaux stériles.

Cette note a pour but de présenter 2 cas de freemartinisme chez des moutons
Romanov. et comprend l’étude du caryotype de plusieurs tissus ainsi que la descrip-
tion des organes génitaux.

I1. Matériel et méthodes

A. Animaux

Les 2 brebis Romnnov sont issues du troupeau LN.R.A. du Domaine de Lan-
glade (près de Toulouse) consacré à l’étude génétique des composantes de la taille
de portée (RICORDEAU et al., 1982).

Elles sont nées en janvier 1983 de mères fécondées sur oestrus naturel, par
2 pères différents. Elles appartiennent respectivement à des portées de 5 et 4 agneaux
des 2 sexes, tous vivants. La portée de naissance de la brebis 1 est composée de
2 mâles et 3 femelles dont les poids de naissance, en kg, sont respectivement :
1,2 (&) ; 1,5 (e) ; 1,5 ( ! ) ; 1,5 (9); 1,1 (brebis 1 Parmi les 2 femelles pesant
1,5 kg, l’une est fertile et l’autre n’a pas été retenue pour la reproduction. La

portée de naissance de la brebis 2 comprend 1 mâle et 3 femelles ayant des poids
de naissance exprimés en kg de : 2,0 (t); 2,4 (9); 2,3 (9)! 2,0 (brebis 2). La
femelle pesant 2,4 kg est fertile et l’autre a été éliminée de la reproduction.

Les 2 brebis étudiées étaient âgées de 16 mois au moment de l’abattage.



B. Cytogénétique

Le caryotype des 2 animaux a été établi à partir de cultures de sang périphé-
rique, de moelle osseuse et de reins. Après avoir été prélevé à la veine jugulaire,
0,5 ml de sang entier hépariné a été versé dans un tube de culture contenant :

9 ml de mélange nutritif HAM’S F 12, 20 p. 100 de sérum foetal bovin, 100 UI/ml
de pénicilline, 100 ng/m! de streptomycine et 25 itg/ml de concanavaline. Après
3 jours d’incubation à 37 °C, un blocage de 1 h 30 min à la colcémide (concen-
tration finale : 0,03 I!g/ml), un choc hypotonique dans du citrate de sodium (0,85
p. 100) pendant 20 min à 37 &dquo;C et 3 fixations de 1 h, les suspensions cellulaires
ont été étalées sur lame. Les préparations ont ensuite été séchées à la flamme, puis
colorées avec du Giemsa 4 p. 100.

La moelle osseuse a été prélevée avec une seringue dans une des côtes de

chaque animal. Chaque tube de culture contenant le même milieu que pour les

lymphocytes a été ensemencé avec 0,1 ml de ce prélèvement puis mis à incuber pen-
dant 24 h à 37 &dquo;C. Les cellules ont ensuite été traitées, selon la technique décrite

pour les lymphocytes.
Pour les reins, l’analyse chromosomique a été effectuée sur des cultures cellu-

laires dont la durée variait entre 3 et 15 jours. Les cellules, obtenues à partir de
petits fragments de reins dilacérés et digérés dans une solution de trypsine à 2,5 gll,
ont été cultivées en couche monocellulaire dans des tubes Falcon de 75 CM2 de
surface contenant du milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10 p. 100 de sérum
bovin foetal, 100 UI/ml de pénicilline et 100 itg/ml de streptomycine. Les premiers
repiquages ont été réalisés dès le troisième jour quand la couche cellulaire enva-

hissait entièrement la surface interne des flacons plats. Après avoir décollé les cellules
à l’aide d’une solution de trypsine et ajouté 10 ml de milieu dans chaque flacon,
la suspension ainsi obtenue a été répartie dans 2 ou 3 nouveaux flacons. Les seconds
repiquages ont ensuite eu lieu une dizaine de jours plus tard. A l’occasion de ces

2 passages, une petite quantité de la suspension cellulaire a été distribuée dans des
tubes à lamelles de type Leighton à raison de 0,5 ml par tube. Après 24 à 48 heures
d’incubation à 37 &dquo;C et un blocage de 1 h 30 min à la colcémide (concentration finale
0,03 [tg/ml), les métaphases ont été traitées selon la méthode de DE GROUCHY &
Rouetrr (1965) et colorées avec une solution de Giemsa à 4 p. 100.

C. Histologie

Les gonades ont été fixées dans le liquide de Bouin et les coupes colorées avec
de l’Hemalun-éosine.

III. Résultats

A. Description morphologigue

Les organes génitaux externes sont normaux et de sexe femelle. La vulve et le

clitoris sont normalement développés. L’examen post-nwrtenr laisse apparaître un

tractus génital mâle sans formations femelles apparentes : pas d’utérus, pas d’oviducte.



Brebis 1

La distance ano-génitale est celle d’une femelle normale (1,5 cm). Le vestibule
qui a des dimensions identiques à celles d’une brebis de cet âge (4 cm), se termine
en un cul-de-sac. Les canaux déférents avec des ampoules normales, sont présents
mais les vésicules séminales sont absentes. Des 2 côtés, les gonades de 0,7 cm de
diamètre sont situées entre l’anneau inguinal profond et l’anneau inguinal superficiel.
De ce fait elles ne sont ni totalement externes, ni entièrement abdominales puisqu’en-
gagées dans le trajet inguinal. Elles sont coiffées d’un complexe pampiniforme déve-
loppé et enveloppées d’une vaginale présentant un crémaster. Sur la figure 1, la vagi-
nale de droite est ouverte. Des deux côtés un épididyme bien développé, avec tête,
corps et queue est présent.



Brebis 2

La distance ano-génitale (1,5 cm) et le vestibule (4 cm) ont les mêmes dimen-
sions que pour la brebis 1. Le méat urinaire se trouve situé en arrière du cul-de-sac
du vestibule, à 1 cm de celui-ci. Les 2 gonades, plus petites et plus sphériques que
pour la brebis 1, sont abdominales. Elles n’ont pas migré. Les crémasters sont moins
développés que chez la brebis 1 et les canaux déférents sont aussi moins longs.
Le complexe pampiniforme existe des 2 cotés. A droite l’épididyme est complet
avec tête, corps et queue tandis qu’à gauche seule la tête de J’épipidyme est pré-
sente (fig. 2).



B. Histologie

L’épididyme, les canaux déférents des 2 animaux ont une structure histologique
identique à celle des mâles normaux du même âge mais aucun gamète n’est présent
dans la lumière des canaux. Seule une proportion anormalement importante de tissu
conjonctif péritubaire est notée chez la brebis 2.

Pour les 2 animaux les tubes séminifères sont constitués de cellules somatiques
organisées en cordons, sans lumière, ne contenant pas de cellules germinales. Les
cordons sont entourés d’une couche péritubulaire comprenant une membrane basale
et des cellules fibroblastiques. Cette couche est épaisse. Cette structure est peu per-
turbée dans les 2 gonades de la brebis 2. Par contre chez la brebis 1, par endroits
la couche péritubulaire est plissée, comme dans le cas de Sertolinome (Ptcorr et al.,
1978, SCHEIB-GLUNTZ, 1984). Pour les 2 animaux seules quelques rares cellules de

Leydig ont été observées. Aucune structure femelle n’a été mise en évidence (fig. 3

et 4).





somes comprenant 3 paires de grands métacentriques et 24 paires d’acrocentriques
formant une série de taille décroissante. Les deux chromosomes X sont les plus
grands de la série acrocentrique et possèdent des bras courts très visibles.

Dans les cultures de sang périphérique et de moelle osseuse des métaphases
mâles 54,XY et femelles 54,XX ont été observées. Elles ont des caryotypes normaux,
semblables à ceux des cellules rénales pour les cellules femelles et comprenant, à
la place d’un des chromosomes X, un petit chromosome Y métacentrique pour les
cellules mâles (fig. 5, 6, 7). Les pourcentages de cellules mâles dans le sang et la

moelle sont sensiblement du même ordre de grandeur chez l’animal 1 (tabl. 1). Par

contre, ils semblent très différents chez la brebis 2 avec 56 p. 100 de cellules mâles

dans le sang périphérique et 94 p. 100 dans la moelle (tabl. 1).



IV. Discussion

La formation des mixoploïdies XX/XY est causée soit par une succession de

non-disjonctions mitotiques des chromosomes sexuels chez le zygote XY, soit par
une fertilisation dispermique d’un ovule et de son globule polaire ou de 2 ovules qui
fusionnent ensuite, ou enfin par échange de cellules entre co-jumeaux dizygotes hétéro-
sexués pendant le développement utérin (HAMERTON, 1971). La présence d’un chimé-
risme chromosomique XX/XY parmi les lymphocytes du sang et de la moelle et

son absence parmi les métaphases observées dans les reins des 2 brebis co-jumelles
de mâles, témoignent d’un échange précoce de cellules sanguines souches pendant
la gestation (Bibliographie in MARCUM, 1974). Les pourcentages des cellules XY



dans le sang périphérique des 2 brebis sont très proches, de l’ordre de 50 p. 100
et comme dans la littérature, il n’apparaît pas de relation entre la fréquence de
cellules mâles et l’état du tractus génital (tabl. 2).

La différence entre les proportions de cellules mâles dans le sang et la moelle
de la brebis 2 est inattendue car les quelques auteurs qui ont effectué ces 2 types de
cultures simultanément chez les bovins, ont observé des fréquences très proches
(BASRUR & KANAGAWA, 1969). Bien que l’on ne puisse écarter a priori une sélection
d’un type cellulaire au cours de la culture in vitro qui précède l’analyse chromoso-
mique, une erreur d’échantillonnage est beaucoup plus probable en raison de la fai-
blesse de l’effectif (tabi. 1). ).









Certains auteurs, comme BOUTERS & VANDEPLASSCHE (1964), GOODFELLOW et
al. (1965), KANAGAWA et lll. (1965) et HERSCHLER & FECHHEIMER (1967), ont suggéré
que la virilisation du tractus génital femelle des bovins est causée par la présence
même des cellules mâles. Le rôle et le mécanisme d’action des cellules sanguines XY
dans la différenciation sexuelle des freemartins sont pourtant complètement inconnus.
Cependant cette théorie a rapidement été mise en défaut par les travaux d’une part
de KANAGAWA et al. (1965), HERZOG (1969), VIGIER et al. (1972) et MARCUM et al.

(1972), qui ont confirmé l’absence de corrélation entre l’intensité du freemartinisme
et le degré de chimérisme et d’autre part de VIGIER et al. (1976) qui ont démontré
que l’interruption chirurgicale des anastomoses vasculaires entre co-jumeaux XX/XY
avant 45 jours supprime les premières manifestations du freemartinisme caractérisées
par l’inhibition du développement de l’ovaire et la régression des canaux de Müller.

La description de l’appareil génital interne des 2 brebis est très proche de celle
des freemartins décrits dans la littérature (tabl. 2). Les moutons freemartins semblent
se distinguer des bovins par une masculinisation extrême de l’appareil reproducteur
interne comprenant une régression complète ou presque complète des canaux de

Müller, une stimulation de canaux de Wolff et des gonades ressemblant à des testi-
cules formées de tubes séminifères dépourvus de cellules germinales. Cependant cette
fréquence apparemment plus élevée de moutons freemartins très masculinisés, est

peut-être due au fait que chez les ovins, les freemartins peu modifiés passent plus
facilement inaperçus.
JOST et al. (1972) distinguent 2 phases successives dans le développement pré-

natal du freemartinisme bovin : tout d’abord « l’effet freemartin » qui se caractérise
par l’inhibition du développement du cortex ovarien et la régression des canaux de
Müller, puis la phase de masculinisation au cours de laquelle peuvent se former

des épididymes, des vésicules séminales et des cordons séminifères dans la gonade.
L’hormone antimullérienne, glycoprotéine (PICARD et al., 1978) produite par les cel-
lules de Sertoli (BLANCHARD & Josso, 1974 ; TRAN & Josso, 1982) du co-jumeau
mâle est responsable de la régression des canaux de Müller du foetus freemartin

(VIGIER et al., 1984) et pourrait aussi inhiber le développement du cortex ovarien

(Josr et al., 1972). Les canaux de Wolff chez le freemartin seraient stimulés par
une autre hormone testiculaire (JosT et al., 1972 ; VIGIER et al., 1977) comme la

testoterone qui est sécrétée par l’ovaire freemartin dès la première phase (SHORE
& SHEMESH, 1981). La masculinisation de l’ovaire a successivement été attribuée à
la présence de cellules XY dans la gonade indifférenciée (OHNO et al., 1976) et au

passage de l’antigène H-Y à travers les anastomoses vasculalires (’WACHTEL et al.,
1980).

Conclusion

L’étiologie du syndrome de freemartinisme chez le Mouton est certainement

proche de celle des bovins ; la masculinisation extrême de l’appareil reproducteur de
la plupart des moutons freemartins pouvant être une particularité de l’espèce bien
qu’il soit difficile de tirer des conclusions définitives en raison du petit nombre de
cas étudiés.

La différence fondamentale entre les 2 espèces est plutôt l’incidence du free-
martinisme puisque l’installation d’anastomoses vasculaires entre les foetus en cas de

gestation multiple est presque systématique chez le Boeuf domestique et très rare



chez le Mouton. Cependant l’accroissement du nombre d’agneaux par portée pour-
rait entraîner une augmentation de la fréquence de brebis freemartins puisque le

pourcentage de portées mixtes est fonction de la taille des portées. Il serait donc
intéressant d’effectuer le caryotype de tous les cas de stérilité observés dans ces

races prolifiques afin d’estimer l’incidence de cette anomalie.
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